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Acdes do acido quinolinico sobre o citoesqueleto de neurdnios estriatais

As células gliais e os neurdnios estdo em constante sinalizacdo reciproca tanto em condicGes
fisiolégicas quanto patoldgicas. Esta comunicacdo bi-direcional é sofisticadamente mediada por
especificas vias de sinalizagdo entre os neurbnios e a glia, principalmente os astrdcitos. Os
astrdcitos participam da formacgdo e reconstrucdo das sinapses e tem um papel proeminente na
protecdo e reparo do tecido nervoso apds injuria. Os neurofilamentos (NF) sdo um dos maiores
componentes do citoesqueleto de neurbnios e sdo responsaveis pelo estabelecimento e
estabilizacdo do citoesqueleto neuronal, manutencdo do calibre axonal, entre outros. Eles sdo
regulados por fosforilacdo de suas subunidades, que por sua vez é regulada por padrdes
complexos de sinalizacdo celular, incluindo a interacdo com as células gliais. Neste contexto, a
hiperfosforilacdo dos filamentos intermediarios € um marco de neurodegeneracdo. A degeneracao
seletiva de neuronios especificos é caracteristica de varias doencas neurodegenerativas, entre elas
a doenca de Huntington (DH). A DH causa uma perda seletiva de subtipos de neurdnios do
estriado, causando uma severa atrofia desta regido cerebral. O acido quinolinico (QUIN), um
agonista de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), é um agente excitotoxico implicado na
neurodegeneracdo. O QUIN mimetiza a DH por causar a perda de proje¢des de neurdOnios
espinhais médios, enquanto poupa os interneurdnios no estriado. Tanto a inje¢do intraestriatal de
QUIN em modelos animais quanto a aplicacao desta neurotoxina em culturas estriatais constituem
importantes modelos experimentais, fornecendo informacGes sobre os mecanismos moleculares
da perda neuronal seletiva observado na DH. Portanto o objetivo deste estudo foi verificar a
influéncia do QUIN sobre a fosforilagdo das subunidades de NF (neurofilamento de baixo —NFL;
médio — NFM e alto- NFH peso molecular) em cultura de neurfnios estriatais, e estudar a
participacao do receptor NMDA nestes efeitos. Ainda, analisar a viabilidade neuronal ao QUIN,
alteragcdes morfoldgicas causadas por esta excitotoxina nas culturas celulares e avaliar uma
possivel protecdo dos astrécitos sobre os efeitos do QUIN nos neurdnios estriatais, utilizando co-
cultura de neurdnios e astrécitos. Neurdnios e/ou astrocitos estriatais obtidos de cultura primaria
foram incubados com concentragdes crescentes de QUIN (300 nmol-500 uM) e/ou antagonista de
receptor NMDA (DL-AP5). Apds 24 horas, as células foram incubadas com o tracador radioativo
32p_ortofosfato. A fragdo citoesquelética foi obtida, as proteinas fosforiladas foram analisadas por
SDS-PAGE e a densidade éptica das bandas escolhidas foi quantificada. A viabilidade celular foi
medida através de citometria de fluxo e a andlise morfoldgica foi feita usando a técnica de
imunofluorescéncia utilizando anticorpos do citoesqueleto neuronal. Os resultados mostraram
gue o QUIN causou hiperfosforilacgdo dos NFs estudados e estes efeitos foram mediados por
receptor NMDA, reforcando a importancia dos mecanismos glutamatérgicos no dano ao SNC
causado pelo QUIN. Além disso, houve uma protecao destes efeitos quando os neurdnios foram
tratados em co-cultura, reforcando o papel dos astrécitos na protecdo aos neurénios em uma
injuria cerebral. Também se observou modificacdes morfoldgicas dos neurénios tratados com esta
excitotoxina. Como a hiperfosforilacdo destas proteinas esta relacionada a neurodegeneracdo, e
considerando a importancia dos astrocitos na resposta a injuria ao SNC, além do fato que
alteracGes morfoldgicas podem acarretar perda funcional e até morte, os resultados mostrados
neste trabalho podem estar relacionados com a neurotoxicidade do QUIN vista na DH e em outras
patologias do SNC.



